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論文内容要旨
逼
 骨延長は外傷・疾病による骨欠損に対する治療手段であると同時に,骨形成に関する基礎研究
 にも有用な技術である。骨延長では,骨切り部を緩徐に持続的に牽引することにより,同部の中
 胚葉系幹細胞が機械的刺激を受け,骨形成が促進される。これまで骨延長の実験には主にイヌ,
 ウサギなどが使用されてきたが,近年,マウスの遺伝子操作技術の確立に伴い,骨形成に関与す
 る遺伝子を変異させた動物に実験を行うために,マウス骨延長モデルが必要となった。本研究の
 第一の目的はこのモデルの開発である。骨組織は膜性骨化または内軟骨性骨化のうちどちらかの
 過程を経て形成される。trallscriptionfactorcbfa1は中胚葉系幹細胞が骨芽細胞に分化する
 のに不可欠であり,homozygousCbfalノックアウトマウスではこの2つの骨化過程は機能せ
 ず,まったく骨が形成されないことが知られている。これに対してheterozygousCbfa1ノック
 アウトマウスでは頭蓋骨や鎖骨の形成不全がみられ,膜性骨化の障害と解釈されてきた。骨延長
 では主に膜性骨化により骨組織が形成されるので,heterozygoUsCbfa1ノックアウトマウスで
 は骨延長による骨形成は阻害されることが予想された。本研究の第二の目的は,開発した骨延長
 モデルを使用してheterozygousCbfa1ノックアウトマウスの膜性骨化機能を検討することで
 ある。
 旨
「
方法
 (骨延長モデルの開発)12匹の成熟雄マウスの下腿に環状創外固定器を取り付けた。脛骨骨幹
 部に骨切りを行い,7日後から1回0.25mm,1日2回の延長を10日間行った。延長直前,延長終
 了時と延長終了後14日から70日までの単純レントゲン写真と組織所見を検討した。(ノックア
 ウトマウスヘの応用)14匹の成熟雄heterozygousCbfa1ノックアウトマウスと10匹の同系
 マウスに対して,前述のように骨延長を行い,延長終了後28日までの所見を観察した。延長終
 了後28日の単純レントゲン写真で,既存骨にはさまれた延長部内の骨化部の割合を両群間で比
 較した。
結果
 (骨延長モデルの開発)単純レントゲン写真では,延長直後にわずかな石灰化が見え,14日目に
 は明瞭な骨化が捉えられた。延長終了後70日目では髄腔と皮質骨とを識別可能であった。組織
 標本では,延長終了直後,延長部は長軸方向へ配列した線維芽細胞様の細胞に満たされていた。
 この線維部分の近位と遠位には既存骨皮質と髄腔から,軟骨組織の介在無しに,繊維性骨組織が
 形成されていた。延長終了後14日を過ぎると新生骨内で髄腔と皮質骨の再造形が観察された。
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 (ノックアウトマウスヘの応用)両群の組織所見はほぼ同じで,主に膜性骨化により骨組織が形
 成されていた。延長部内の骨化部の割合を比較すると両群間に有意差は無かった。
考察
 本研究の他に,もう一つマウス骨延長モデルがあり,延長終了後9日までの所見が報告されて
 いる。このモデルおよびヒトを含めた他動物の骨延長のX線画像所見と組織所見は,本研究の
 所見と相似しており,今回開発したマウス骨延長モデルは再現性のある妥当なモデルであると考
 えられた。Cbfa1遺伝子欠損は胎生期だけでなく、出生後の骨形成にも影響することを示唆する
 報告があるが,本研究ではheterozygOusCbfa1ノックアウトマウス群でも対照群と同様に骨延
 長は可能であった。この理由として,出生後の骨形成においてCbfalが果たす役割が,胎生期の
 それに比べて小さい,あるいは胎生期の膜性骨化と骨延長における膜性骨化は同じ過程ではない,
 などの可能性が考えられた。本研究は遺伝子変異動物(transgenicanimal)に対して骨延長を
 施行した初めての報告である。
,
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 審査結果の要旨
 骨延長は骨短縮や骨欠損に対して広く行われている治療法である。骨延長における中胚葉系幹
 細胞による骨形成は一般的骨形成の理解に還元できる。これまで骨延長の動物実験では主にイヌ,
 ウサギなどが使用されてきたが,近年,マウスの遺伝子操作技術の確立に伴い,マウスの骨延長
 モデルが必要となった。本研究の第一の目的はマウスの骨延長モデルの開発であり,第二の目的
 は,開発した骨延長モデルを使用してheterozygousCbfa1ノックアウトマウスの膜1生骨化機
 能を検討することであった。
 骨延長モデルの開発:ナイロン製リング2個,ナイロン製ボルト・ナット2組,脛骨固定針4
 本から成り,重量がL2gの創外回定器を作製した。12匹の成熟した雄マウスを用い,脛骨骨切
 り7日後から1回0.25mm,1日2回の延長を10日間行った。延長直前,延長終了時と延長終了
 後14日から70日までのX線像と組織像を検討した。その結果,延長終了直後に繊維性骨組織
 の形成,次いで新生骨内で髄腔と皮質骨の再造形が観察され,これら所見は延長終了後9日まで
 を観察したマウス骨延長モデルの報告,およびヒトを含めた他動物の骨延長のX線像と組織像
 と相似のものであった。即ち,今回開発したマウス骨延長モデルは再現性のある妥当なモデルで
 ある。
 ノックアウトマウスヘの応用:14匹の成熟したheterozygousCbfa1ノックアウトマウスと
 10匹の同系マウスに対して,同様の骨延長を行った。延長直前,延長直後と延長終了後28日の
 単純レントゲン写真と組織所見を検討した。その結果,両群の組織所見はほぼ同じで,主に膜性
 骨化により骨組織が形成されていた。即ち,heterozygousCbfa1ノックアウトマウス群でも対
 照群と同様に骨延長は可能である。
 本研究はマウスに用い得る創外固定器を開発し,次いでtransgenicanima1に対して骨延長
 を初めて行ったものであって,極めて先駆的である。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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